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Gli ormoni tiroidei (TH) svolgono ruoli fondamentali nella crescita, sviluppo e metabolismo nella 
maggior parte dei tipi cellulari nei vertebrati. Fino a pochi anni fa i ricercatori pensavano che il 
principale meccanismo di TH sull’angiogenesi avvenisse tramite l’interazione di TH con i  recettori 
tiroidei nucleari. Recentemente, diversi studi sembrano invece indicare che l’effetto degli ormoni 
tiroidei, T3 (3,5,3’-triiodo-L-tironina) e T4 (L-tiroxina) sull’angiogenesi avviene principalmente 
attraverso un’azione non genomica che inizia a livello di un recettore di membrana integrina αVβ3, 
trasducendo segnali pro-angiogenici che derivano dall’attivazione a cascata di MAPK (ERK-1/2)  
con conseguenti effetti genomici. Il recettore integrina αVβ3 è ampiamente espresso sulla membrana 
plasmatica di cellule endoteliali, cellule muscolari lisce, monociti e piastrine; la sua porzione 
extracellulare possiede un sito di legame che riconosce la sequenza Arg-Gly-Asp (RGD) presente sui 
ligandi T3 e T4. Inoltre è stato visto che l’acido tetraiodotiroacetico (Tetrac), un analogo della T4, ha 
un effetto anti-angiogenico poiché antagonista di T3 e T4 sul recettore plasmatico dell’integrina. 
Lo scopo di questo lavoro è quello di valutare l’effetto di T3 e T4 sull’angiogenesi in cellule 
endoteliali cardiache (HMVEC-C), considerando in primo luogo l’effetto non genomico e, in secondo 
luogo, l’effetto genomico.  
L’angiogenesi è stata valutata in vitro tramite saggi di proliferazione, migrazione e formazione di 
tubuli su Matrigel come substrato,  in presenza e assenza di Tetrac. 
Utilizzando la tecnica del western blot, sono state analizzate le chinasi delle vie di segnale, 
caratterizzate dall’attivazione di MAPK, ERK1/2 mediate dal legame di T3,T4 e Tetrac con il 
recettore dell’integrina. Mediante RT-PCR è stata valutata l’espressione dell’integrina di membrana 
αVβ3 e di geni legati all’angiogenesi come VEGF, vascular endothelial growth factor, AAMP,  
angio-associated migratory protein, angiopoietina 1 e 2. 
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I nostri risultati indicano che T3 e T4 stimolano direttamente l’angiogenesi mediata dall’integrina in 
cellule endoteliali umane cardiache in tutti gli aspetti considerati: aumento significativo della densità 
capillare, proliferazione e migrazione cellulare. In presenza di Tetrac, antagonista degli ormoni 
tiroidei sul recettore, si è osservata una riduzione di questi effetti.  
I nostri esperimenti suggeriscono anche il ruolo di T3 e T4 nell’attivazione di vie di segnale 
intracellulari come MAPK-ERK1/2  e il coinvolgimento di geni legati all’angiogenesi come AAMP.  
Nell’insieme i nostri dati indicano un potenziale effetto angiogenico degli ormoni tiroidei, mediato da 
integrina αVβ3, suggerendo che T3 e T4 possono essere considerati come trattamento farmacologico 
per malattie cardiache in cui è stata riportata una riduzione della densità capillare. Infine è stata 





















1. TIROIDE ED ORMONI TIROIDEI 
 
1.1 Struttura 
La ghiandola tiroide è uno dei maggiori organi endocrini; è posizionata nella parte anteriore del 
collo, davanti la trachea;  è formata da due lobi destro e sinistro, uniti da un istmo. 
Questa ghiandola pesa circa 10-20 grammi ma presenta una straordinaria variabilità di peso e 
dimensioni che dipendono dall'età, dal sesso e dall'ambiente in cui si vive. 
 
 
Figura 1: organizzazione anatomica della tiroide 
 
Funzionalmente presenta due tipi cellulari: le cellule follicolari, che producono gli ormoni tiroidei 
T3 (3,5,3’-triiodo-L-tironina) e T4 (L-tiroxina) e le cellule C parafollicolari che producono 
la calcitonina, un altro ormone che agisce abbassando la concentrazione ematica di Ca
2+
 a livello 
renale, stimolando l’eliminazione tubulare di questo ione. 
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La tiroide è una ghiandola a struttura follicolare, costituita quindi da unità funzionali, ossia i 
follicoli, all'interno dei quali si trova un liquido ricco di proteine che prende il nome di colloide, 
dove vengono immagazzinati gli ormoni tiroidei.  
 
1.2 Biosintesi degli ormoni tiroidei 
La sintesi degli ormoni tiroidei è sotto il controllo dell’asse ipotalamo- ipofisi-tiroide.  
Il TRH (ormone di rilascio della tireotropina) viene sintetizzato nell’ipotalamo e trasportato 
all’ipofisi anteriore dove stimola la secrezione di TSH (ormone tireostimolante). Questo viene 
trasportato nella tiroide dove stimola la produzione di T3 e T4. 
Tra il sistema ipotalamo-ipofisi e la tiroide vi è un continuo scambio di informazioni per mantenere 
nei limiti della norma i livelli di ormoni tiroidei nel sangue, infatti aumentando i livelli degli ormoni 
circolanti si blocca la secrezione del TSH; invece quando i livelli di tali ormoni si riducono, la 




Figura 2: Asse ipotalamo-ipofisi-tiroide 
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La sintesi degli ormoni tiroidei è possibile in presenza di una sufficiente quantità di iodio; 
nell’organismo umano, lo iodio viene introdotto con gli alimenti  (pesce, carne, uova);  per il 90% si 
trova sottoforma di iodio organico, mentre il 10% sottoforma di ioduro (forma ossidata dello iodio). 
 
 
Figura 3: Sintesi degli ormoni tiroidei T3 e T4 a partire dalla tirosina che viene iodinata e si formano DIT e 




Lo iodio si lega a residui di tirosina presenti in una proteina chiamata tireoglobulina, proteina 
omodimerica di  660 KDa ad alto contenuto di residui di tirosina; quest’ultima si trova nella 
colloide e può essere considerata l’impalcatura sulla quale avviene la sintesi degli ormoni tiroidei. 
Attraverso un processo di organificazione, si ha la formazione di due iodotirosine: la 
monoiodotirosina (MIT) e la diiodotirosina (DIT) le quali poi si legano tra loro a formare T3 e T4; 
in particolare la sintesi di T4 deriva dall’accoppiamento di due DIT, mentre quella di T3 






Il principale prodotto di accoppiamento delle tirosine iodate è T4 (89%), mentre circa il 10% del 
prodotto è rappresentato da T3.  
Una volta che l’ormone è stato sintetizzato, il processo di liberazione dalla tireoglobulina, può 
avvenire attraverso due meccanismi: macropinocitosi, grazie a pseudopodi che si formano a livello 
della membrana apicale del tireocita, o micropinocitosi ossia attraverso piccole vescicole rivestite di 
clatrina che si formano a livello della membrana apicale e permettono la captazione della 
tireoglobulina all’interno dei tireociti con formazione di endosomi che alla fine si fondono con i 
lisosomi. La micropinocitosi predomina maggiormente nell’uomo. 
Entrambi i processi sono stimolati dal TSH. 
All’endocitosi segue l’attivazione dei lisosomi che determinano la proteolisi della tireoglobulina 
presente nelle vescicole; in questo modo gli ormoni tiroidei T3 e T4 vengono liberati nel sangue 
capillare che irrora la tiroide, nel rapporto 10:1. 
I tireociti esprimono un trasportatore di membrana che appartiene alla famiglia dei trasportatori di 
monocarbossilato (MCT); sembra pertanto che la secrezione di T3 e T4 sia dovuta ad un 
meccanismo di trasporto.  
 
1.4 Interazione con le cellule bersaglio 
L’ormone raggiunge le cellule dove viene captato attraverso un meccanismo di trasporto facilitato. 
A livello tissutale gli ormoni tiroidei vengono deiodati da enzimi chiamati deiodasi e ne esistono 3 
tipi: D1, D2 e D3. In particolare la D2, maggiormente presente nel cuore, muscolo scheletrico, 
tiroide ed ipofisi, converte la T4 in T3; infatti l’ormone metabolicamente attivo è T3, mentre T4 può 




La D1 presente soprattutto in tiroide, fegato e rene, converte la rT3 (T3 inversa, metabolita inattivo) 
in T2 (diiodotironina); la D3 invece, presente soprattutto nel cervello, pelle e placenta, converte sia 
T4 che T3 in rT3 e T2. 
Per questo motivo, la maggior parte del secreto della tiroide è rappresentato dalla T4 (60-80 μg al 
giorno) e circa la metà di essa è convertita in T3 [1]. 
 
1.5 Effetti biologici  
Gli ormoni tiroidei hanno molteplici funzioni che si esplicano già nelle prime fasi di sviluppo: 
- regolano lo sviluppo cerebrale del feto e del lattante; 
- sono necessari per lo sviluppo dello scheletro fetale; 
- sono indispensabili per il normale accrescimento corporeo del bambino;  
- maturazione dei vari apparati. 
Inoltre regolano l’attività metabolica dell’adulto influenzando la funzione di ogni organo e tessuto, 
in particolare: 
-regolano il metabolismo glucidico favorendo la glicogenolisi e la gluconeogenesi, in particolare la 
T3 in concentrazioni fisiologiche, agisce sulla degradazione delle proteine per formare amminoacidi 
che vengano utilizzati per la gluconeogenesi. 
Gli ormoni tiroidei, inoltre, aumentano l’attività degli enzimi coinvolti nell’ossidazione del glucosio 
- stimolano sia la lipolisi (utilizzo di grasso a scopo energetico), sia la lipogenesi (sintesi di tessuto 
adiposo), con effetto prevalente sulla lipolisi; 
- regolano la sintesi proteica; 
- hanno effetti sul sistema cardiovascolare; 
- regolano la produzione dei globuli rossi agendo sull’ormone eritropoietina; 
- hanno azione termogenica. 
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Quest’ultima è una delle funzioni principali degli ormoni tiroidei, in quanto aumentano il consumo 
di ossigeno in diversi tessuti e ciò comporta una maggior produzione di calore e di conseguenza un 
aumento del metabolismo basale. 
Un altro effetto rilevante degli ormoni tiroidei, si ha a livello cardiaco; essi infatti aumentano 
l’espressione dei recettori β adrenergici determinando così un incremento della frequenza e della 
forza di contrazione.  
Inoltre gli ormoni tiroidei aumentano l’espressione dell’isoforma α della miosina che ha effetti 
ATPasici maggiori rispetto all’isoforma β; questo conferisce al muscolo cardiaco, una maggior 
capacità di utilizzare l’energia per la contrazione, determinando un aumento della forza di 
contrazione delle fibrocellule cardiache. 
Un altro effetto importante sul cuore è rappresentato dall’aumento di espressione dell’ATPasi 




 e di alcuni 
canali per il potassio. 
Recenti studi dimostrano che i livelli di T3 si riducono significativamente a seguito di infarto del 
miocardio sia in modelli animali che in pazienti [2]; questo fenomeno quindi determina una 
riduzione della conversione di T4 in T3 e in parallelo induce un aumento della conversione di T4 
nella forma inattiva rT3 a causa di una upregulation di D3 [3]. 
Gli ormoni tiroidei, limitano l’apoptosi cellulare in caso di condizioni di stress; uno dei maggiori 
meccanismi cardio-protettivi prevede l’attivazione della via PI3K/Akt ed ERK1/2; infatti T3 può 
inibire l’apoptosi nei cardiomiociti e attivare la via Akt dopo infarto acuto del miocardio [4]. 
Nel modello di cuore di ratto di Langerdoff con ischemia di riperfusione, il trattamento con T3 
durante il periodo di riperfusione permette un significativo recupero di funzione e una riduzione 
dell’apoptosi dei cardiomiociti attraverso l’attivazione della via PI3K/Akt ed ERK1/2 [5]. 
In base a studi fatti su colture cellulari e modelli animali, è stato dimostrato che i trattamenti che 
hanno come target gli ormoni tiroidei, potrebbero promuovere la rigenerazione endogena del 
miocardio danneggiato [6]. 
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È ormai noto che la differenziazione e la sopravvivenza cellulare condividano le stesse vie di 
segnale; infatti il recettore TRα1 che ha un ruolo critico nella differenziazione cellulare, sembra 
essere fondamentale per la cardioprotezione dovuta all’azione degli ormoni tiroidei [7]; è stato 
dimostrato che gli ormoni tiroidei, attraverso il legame con il recettore TRα1, limitino 
l’ischemia/riperfusione permettendo così una crescita fisiologica e non più patologica a seguito di 
infarto del miocardio. 
Questo recettore quindi, potrebbe essere un nuovo target farmacologico per terapie di 
rigenerazione/riparazione del cuore [8]. 
Questi dati spiegano il “paradosso degli ormoni tiroidei” poiché essi hanno sia un ruolo protettivo 
che dannoso nel cuore ischemico e inoltre inducono un aumento del consumo di ossigeno 
(accelerando il ritmo cardiaco e aumentando la contrattilità) ed esauriscono le riserve di glicogeno 
del cuore [9]. 
Indipendentemente dalla funzione primaria della tiroide, il cuore è particolarmente vulnerabile alla 
diminuzione di livelli di T3 nel plasma perché i cardiomiociti hanno una ridotta capacità di 
convertire T4 in T3; di conseguenza, quando i livelli di T3 si abbassano, il cuore diventa 
ipotiroideo. 
Da recenti studi è sempre più accreditata, l’ipotesi che una diminuzione di T3 sia correlata con il 
rimodellamento cardiaco, l’attivazione neuro umorale e malessere sistemico legato ad insufficienza 
cardiaca; infatti gli ormoni tiroidei interagiscono con altri ormoni/organi e con fattori emodinamici 





Figura 4: Funzione tiroidea e insufficienza cardiaca. GRF: filtrazione glomerulare; GTB: equilibrio 




Studi clinici e sperimentali hanno ampiamente dimostrato che gli ormoni tiroidei hanno un ruolo 
fondamentale nel mantenere l’omeostasi cardiovascolare sia in condizioni fisiologiche che 
patologiche. 
Bassi livelli di questi ormoni, oltre ad essere una conseguenza di malattia cardiaca, indicano una 
condizione sfavorevole per il rimodellamento cardiaco [2]. 
In Figura 5, è schematizzato come tale rimodellamento, possa avvenire attraverso la riduzione della 
deposizione di tessuto fibroso, inibizione dei pathway di morte cellulare, miglioramento della 






Figura 5: Rappresentazione schematica dei meccanismi di cardioprotezione operati da T3. 
(1)  Effetto anti-fibrotico sui cardiofibroblasti; T3 si lega al recettore TR /  bloccando l’attività di  AP-1; 
Inoltre T3 inibisce la sintesi del collagene attraverso il pathway mediato da TR 1. 
(2) Effetto anti-apoptotico e anti-necrotico sui cardiomiociti; l’azione genomica operata da T3, aumenta 
l’espressione di PGC1-  con conseguente aumento della biogenesi e funzione mitocondriale che 
migliora la viabilità. T3 potrebbe limitare l’apoptosi mediata da mitocondri riducendo il carico di calcio 
dalla matrice mitocondriale e favorendo l’apertura di canali mitoK-ATP cardioprotettivi.  
(3) Effetto pro-angiogenico e vasorilassante di T3; T3 stimola la proliferazione delle cellule endoteliali 
attraverso l’interazione con l’integrina e la conseguente attivazione di ERK1/2; questo permette la 
trascrizione di geni pro-angiogenici come VEGF e β-FGF. L’interazione di T3 con il recettore 
citoplasmatico TR 1, attiva  PI3K/AKT. Questa cascata di segnale stimola Hif1-   con conseguente 
aumento della proliferazione delle cellule endoteliali e collateralizzazione dei vasi. Nelle cellule muscolari 




(4) Inibizione dell’ipertrofia patologica nei cardiomiociti; un meccanismo genomico classico mediato da T3, 
è la regolazione dell’espressione di diversi geni importanti per la contrattilità come   / -MHC, SERCA2 




 . T3 regola anche l’espressione di proteine necessarie per 
l’attivazione della via PI3K/AKT/mTOR; inoltre le modificazioni degli istoni del gene MHC, sono 
importanti per la strutturare le diverse isoforme di MHC. 
T3 media l’espressione di MHC del miocardio attraverso una famiglia di miRNA (miRNA-208a, miRNA-






1.6 Effetto genomico e non genomico 
Gli ormoni tiroidei sono in grado di legarsi a differenti recettori, sia nucleari che di membrana,  
producendo effetti diversi. 
È ormai noto che T3 e T4 mediano un effetto genomico grazie al legame con una specifica proteina 
recettoriale nucleare (TR) che ne permette la traslocazione nel nucleo dove essi regolano la 
trascrizione di determinati geni legandosi a siti specifici sul DNA, riconosciuti come elementi 
responsivi dell’ormone tiroideo (TREs). Così, l’effetto genomico si traduce principalmente in una 
regolazione della proliferazione e del differenziamento cellulare [11]. 
Il numero di questi recettori (TR) varia a seconda del tipo di tessuto: il fegato, l’ipofisi, il rene, il 
cuore, il cervello ne hanno molti; al contrario, la milza, i testicoli possiedono un numero di recettori 
più basso [12]. 
Esistono due tipi di recettori, TRα e TRβ e per ognuno di essi esistono differenti isoforme; la loro 
espressione è tessuto-specifica. In particolare TRβ-1 è presente nella maggior parte dei tessuti, 
mentre TRα-2 si ritrova principalmente nel muscolo cardiaco e scheletrico [13]. 
Recentemente è stato dimostrato che T3 e T4 sono in grado di legarsi a recettori presenti al di fuori 
del nucleo, causando così una serie di effetti definiti “non genomici” tra i quali l’attivazione di 
protein chinasi (PKA, PKC) protein chinasi mitogeniche (ERK/MAPK) e fosfolipasi (PLC, PLD). 
Inoltre gli ormoni tiroidei sono in grado di legare un recettore di membrana integrina αVβ3 
inducendo un’attività chinasica; queste osservazioni suggeriscono che i rapidi effetti non genomici 
degli ormoni tiroidei sono coinvolti in molteplici processi fisiologici in differenti tipologie cellulari 






Figura 6: Modello generale dell’azione genomica e non genomica degli ormoni tiroidei (T3,T4). 
L’azione genomica inizia a livello del recettore nucleare (TRβ), mentre l’azione non genomica inizia a 
livello del recettore di membrana, in particolare l’integrina αVβ3.  
T4 lega un recettore citoplasmatico, TRα che causa un cambiamento di stato dell’actina mentre T3,  
legandosi a TRβ, attiva la via del fosfatidilinositolo3-chinasi (PI-3K) regolando la presenza di pompe ioniche 
di membrana e la trascrizione di specifici geni. Il legame con il recettore dell’integrina, attiva protein chinasi 
(MAPK/ERK1/2) che traslocano nel nucleo e fosforilano fattori di trascrizione. 




1.7 Ormoni tiroidei come terapia  
 
I trattamenti con gli ormoni tiroidei, rappresentano una strategia terapeutica per pazienti con 
problemi cardiaci associati ad alterazioni del metabolismo tiroideo; il loro ultimo scopo infatti, 
dovrebbe essere quello di ristabilire e mantenere uno stato fisiologico di funzionamento della tiroide 
quando il metabolismo degli ormoni tiroidei è alterato come ad esempio in casi di rimodellamento 
post-ischemico; in condizioni normali però, come nel caso del cuore non ischemico, un’eccessiva 
quantità di ormoni tiroidei può provocare diverse manifestazioni cardiache deleterie come ad 
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esempio un aumento di suscettibilità ad aritmia ventricolare e atriale, aumento del fabbisogno di 
ossigeno ed ipertrofia cardiaca [15-16] la quale è legata sia alla funzione diretta degli ormoni 
tiroidei sulla contrattilità e sulla sintesi proteica, sia indirettamente aumentando il carico del cuore 
[17]. 
Inoltre è stato osservato che trattamenti a lungo termine con ormoni tiroidei aumentino l’attività del 
sistema renina-angiotensina nel miocardio [18] e un aumento di catecolammine e/o angiotensina II 
potrebbe ridurre la contrattilità cardiaca e promuovere l’apoptosi nei cardiomiociti [19].  Questi dati 
infatti, dimostrano che pazienti con ipertiroidismo endogeno o esogeno, possano mostrare alcune 
modifiche dei parametri ecocardiografici che sono associati a disfunzioni sistoliche e diastoliche le 
quali possono entrambe contribuire all’aumento di rischi cardiovascolari [20-21]. 
Nuove conoscenze sia cliniche che sperimentali, suggeriscono che i trattamenti con gli ormoni 
tiroidei hanno effetti benefici sulla perfusione, architettura e funzione cardiaca; nuovi dati a 
riguardo potranno chiarire il ruolo degli ormoni tiroidei come strategia per proteggere il miocardio 

























Le cellule dei mammiferi per la loro sopravvivenza e crescita richiedono l’apporto di ossigeno e 
nutrimenti mediante una fitta vascolarizzazione. Tutti gli organismi, pertanto, hanno bisogno della 
formazione di nuovi vasi durante la loro crescita e questo processo si attua con la vasculogenesi e 
l’angiogenesi (Carmeliet, Macmillan Magazines Ltd 2000).  
Vasculogenesi e angiogenesi sono regolati dal bilanciamento tra fattori pro e anti-angiogenici, sono 
fondamentali nell’embriogenesi e nella cicatrizzazione di ferite ma giocano un ruolo altrettanto 
importante in alcuni processi patologici come l’artrite reumatoide, la psoriasi, nella 
vascolarizzazione dei tumori e nella retinopatia diabetica (Bouïs D., Pharmacological Research 
2006). 
Col termine vasculogenesi si intende il processo attraverso il quale nuovi vasi sanguigni si generano 
de novo da precursori di cellule endoteliali denominati angioblasti. 
È uno dei primi eventi nell’embriogenesi; durante il primo sviluppo embrionale, infatti, le cellule 
mesodermiche si differenziano in emangioblasti, progenitori sia delle cellule ematopoietiche che 
delle cellule endoteliali (EC) dando origine a vasi sanguigni.  
Durante la differenziazione gli emangioblasti producono gli angioblasti e la loro aggregazione 
influisce nella formazione di strutture che andranno a costituire molteplici e differenti parti del 
sistema circolatorio. La fusione di queste strutture porta alla comparsa di capillari sottili formati da 
EC, che acquisiranno le caratteristiche di vene o di arterie. La fase della vasculogenesi è completata 
dalla formazione di plessi vascolari primari e da tutte le ulteriori trasformazioni della rete vascolare 
ottenute mediante angiogenesi (Karamysheva, Biochemistry 2008). 
L’angiogenesi è la crescita di nuovi vasi a partire da vascolatura già esistente: questo processo 




Lo studio sperimentale del processo di crescita di capillari risale al 1939 quando Clark e Clark 
(Clark et Clark, Am J Anat, 1953) osservarono il processo in tempo reale utilizzando un 
microscopio intravitale all’interno del padiglione auricolare di coniglio per valutare la rete 
microvascolare.  
Nei primi anni ’70 Gimbrone e colleghi ottennero colture a lungo termine di EC. 
Successivamente furono sviluppati modelli in vitro di formazione di reti capillari (Gimbrone, 
Cotran, & Folkman 1973; Folkman & Haudenschild 1980). 
Il processo di angiogenesi può essere descritto in diverse fasi [22].  
In primo luogo si ha l’aumento della permeabilità e proliferazione che si traduce nello sprouting di 
nuovi capillari [23]. 
Nella seconda fase, si ha la proteolisi della membrana basale; questo processo è necessario per 
permettere alle cellule endoteliali, di invadere lo stroma dei tessuti circostanti [24] dove cooperano 
l’attivatore del plasminogeno (PA) e il sistema delle metalloproteasi di matrice (MMPs); questo 
permette la formazione del lume e di una struttura multicellulare che porta alla formazione di un 
nuovo capillare. 




Figura 1: Processo di angiogenesi. (1) Fattori angiogenici si legano ai propri recettori presenti sulle cellule 
endoteliali per attivare vie di trasduzione di segnale. (2) Attivazione delle metalloproteasi di matrice che 
degradano la matrice  cellulare. (3) Cellule endoteliali migrano fuori dal capillare preesistente e proliferano. 
(4) Integrine sono espresse dalle cellule endoteliali facilitando così sia l’adesione alla matrice extracellulare 
che la migrazione per formare nuovi tubi. (5) Angiopoietina-1 si lega al recettore Tie-2  e stabilizza  i nuovi 
vasi (Yoo et al. 2013). 
 
 
La generazione e maturazione di nuovi vasi sanguigni, in ogni caso, avviene in modo estremamente 
complesso coordinando diversi processi che richiedono l’attivazione di un’ampia gamma di 
recettori e ligandi e un attento bilancio tra segnali stimolatori e di inibitori (Mandriota e Pepper, J 
Cell Science 1997). 
Questo fenomeno è noto come “switch angiogenico” poiché nell’organismo adulto sano le cellule 
endoteliali si trovano in uno stato di quiescenza dovuto in parte all’influenza di sostanze inibitorie e 
in parte alle interazioni tra le cellule stesse. 
 La rottura di questo equilibrio (switch angiogenico), causata da un aumento dei fattori pro-
angiogenici o dalla diminuzione di fattori anti-angiogenici, porta all’innescarsi e allo sviluppo del 




2.1 Fattori pro e anti-angiogenici 
I fattori pro-angiogenici possono dividersi in due categorie: 
 Fattori diretti in quanto stimolano in maniera diretta la migrazione e la proliferazione delle 
cellule endoteliali; 
 Fattori indiretti in quanto la proliferazione e la migrazione di EC osservata in vitro deve 
essere stata indotta da altri fattori o cellule probabilmente mobilizzate da molecole 





Tabella 1: Fattori che regolano l’angiogenesi (Papetti e Herman, Am J Physiol 2002). 
 
Molti dei segnali intracellulari associati al processo dell’angiogenesi sembrano permessi da un 
feedback positivo dovuto alla continua attivazione dell’angiogenesi grazie ai loro recettori (Bouïs 
D., Pharmacological Research 2006).   





Tabella 2:  Fattori inibitori dell’angiogenesi (Papetti e Herman, Am J Physiol 2002). 
 
Questi fattori sono bersagli nelle strategie di manipolazione dell’angiogenesi; l’alterazione 
patologica dei processi di angiogenesi, può portare sia ad insufficienza vascolare (ischemia del 
miocardio e degli arti) o ad eccessiva crescita vascolare (angiomi, tumori e retinopatie). 
 
2.2 Terapie angiogeniche 
L’angiogenesi incontrollata è causa di molte malattie; ma allo stesso tempo l’angiogenesi stessa è 
utile come terapia. 
Nel caso di malattie ischemiche, dovute ad una scarsa vascolarizzazione, possono essere utilizzati 
stimolatori dell’angiogenesi, mentre nel caso del cancro, dove c’è un’eccessiva angiogenesi,  
vengono utilizzati inibitori o fattori anti-angiogenici. 
È stato dimostrato che esiste una stretta correlazione fra l’angiogenesi nei tumori e il rischio di 
produrre metastasi [25-26]. 
Da studi pre-clinici, è stato osservato che la somministrazione di β-FGF stimola l’angiogenesi ed  
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accelera la guarigione dell’ulcera duodenale nei ratti [27]. 
Agenti pro-angiogenici possono essere usati a scopo terapeutico per la rigenerazione e la 
riparazione dei tessuti cardiaci danneggiati [28-29] migliorando così la perfusione, rilasciare fattori 
di sopravvivenza per la riparazione tissutale, mobilizzare la popolazione di cellule staminali e 
ristabilire la forma e funzione del tessuto. 
È noto ormai da tempo che l’angiogenesi gioca un ruolo fondamentale nella crescita e sviluppo di 
cancro e metastasi poiché le cellule neoplastiche hanno bisogno di un certo apporto di sangue e 
nutrienti per sopravvivere. 
Le cellule tumorali rilasciano fattori chimici che stimolano l’angiogenesi; a questo scopo, sono stati 
studiati inibitori dell’angiogenesi, sia naturali che sintetici, che interferiscono con questo processo 
in diversi modi; in particolare bloccano l’azione di VEGF legandosi ad esso o a recettori presenti 
sulla membrana delle cellule endoteliali; alcuni inibitori sono in grado di legarsi a proteine, 

















Le integrine sono una famiglia importante di recettori cellulari eterodimerici che interagiscono con 
un gran numero di proteine della matrice extracellulare, fattori di crescita ed ormoni [32]. 
Questi recettori sono maggiormente presenti sulla membrana plasmatica di cellule endoteliali, 
cellule muscolari lisce vascolari, cellule tumorali e osteoclasti [33].  
Queste proteine transmembrana sono presenti su ogni tipo di cellula animale e sembrano essere i 
principali recettori mediante i quali le cellule aderiscono alla matrice extracellulare; inoltre sono in 
grado di mediare importanti eventi di adesione cellula-cellula [34].  
Recenti studi hanno dimostrato che questi recettori hanno la capacità di trasdurre selettivamente e in 
maniera modulabile, segnali all’interno e all’esterno della cellula in un’ampia varietà di tipi 
cellulari, anche in sinergismo con altri sistemi recettoriali; in particolare l’interazione integrina-
citoscheletro influenza l’affinità e l’avidità delle integrine verso i ligandi nella matrice 
extracellulare (inside-out signalling), mentre le interazioni tra la matrice extracellulare e le integrine 
portano ad alterazioni nella forma e composizione dell’architettura cellulare (outside-in signalling) 
[35]. 
Le integrine sono quindi versatili molecole che giocano un ruolo chiave sia durante lo sviluppo che 
nell’organismo adulto in vari processi cellulari [36] quali  adesione, migrazione, crescita, divisione, 
sopravvivenza e apoptosi [37]; sono inoltre fondamentali per l’omeostasi e le difese dell’ospite [38]. 
 
3.1 Superfamiglia delle integrine  
Le integrine assicurano le comunicazioni tra l'ECM e l'interno delle cellule, in quanto le porzioni 
intracitoplasmatiche delle loro subunità α e β interagiscono sia con le proteine del citoscheletro che 
con quelle intracellulari. Le connessioni più rilevanti riguardano le subunità β. 
Al momento sono state descritte più di 10 differenti catene β (β1, β2, β3, β4, ecc.) e più di 20 
diverse subunità α (α1, α2, α3, α4, α5, α6, α7, ecc., con l'eccezione di due, definite αv e αE). Mentre 
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le catene β hanno la possibilità di unirsi a numerose catene α, queste ultime si associano 
generalmente a una sola subunità β, a differenza della subunità αv che ha la capacità di legare 
diverse catene β come le β1, le β3, le α5, le α6, e le α8. Tutte queste complesse associazioni portano 
alla formazione di 24 differenti integrine nell’uomo [39-40].  
Questi recettori possono essere suddivisi in due gruppi in base alla presenza o meno del fattore di 
tipo A di von Willebrand (vWFA), fondamentale nella cascata biochimica della coagulazione, 
conosciuto come  αA or αI presente sulla catena α delle integrine [41-42] (Figura 1). 
 
 
Figura 1: Superfamiglia delle integrine. Le integrine possono essere classificate in base alla catena β; alcune 
catene α possono legarsi a diverse catene β (Ginsberg et al. 2005). 
 
È stato dimostrato che la β1 lega la talina, la vinculina, la tensina e l'α-actinina, la β2 l'α-actinina, la 
paxillina e la filamina, la β3 l'α-actinina e la paxillina e la β4 proteine intracellulari, come l'HD1, la 
proteina 1 degli emidesmosomi (HD) nota anche come 'plectina', e il BP230, l'antigene da 230 kDa 
del pemfigoide bolloso (BP). Tramite queste interazioni, le subunità β sono in connessione con lo 
scheletro di actina e di cheratina del citoplasma delle cellule [43]. 
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Le integrine, quando legano i componenti dell'ECM, sono in grado inoltre di trasmettere segnali 
biochimici all'interno della cellula che le esprime. Recentemente è stato identificato un gran numero 
di mediatori dell'attivazione cellulare indotta dalle integrine: chinasi della famiglia Src (oncogene 
trasformante del virus del sarcoma di Rous) e della famiglia delle adesioni focali, il cui prototipo è 
FAK (chinasi delle adesioni focali); serin-treonin chinasi, come la PKC (proteina-chinasi di tipo C) 
e le MAPK (proteine-chinasi attivate dai mitogeni); molecole adattatrici; proteine che legano il GTP 
(guanosina trisfosfato), tra cui quelle appartenenti alla famiglia Ras (oncogene trasformante 
associato al sarcoma di Ratto), la PLCγ (fosfolipasi Cγ) e la PI3-K (fosfatidilinositolo-3-chinasi); 
fattori trascrizionali, le cicline A, D ed E e le loro chinasi Cdk (chinasi dipendenti dalle cicline), 
molecole anti e pro-apoptotiche. La loro attivazione regola funzioni cellulari differenti, quali 
l'adesione, la migrazione, la proliferazione, la differenziazione, l'apoptosi e l'espressione genica. Le 
integrine rappresentano pertanto i più importanti adattatori molecolari attraverso i quali l'ECM può 
modulare le funzioni cellulari [44] (Figura 2). 
 
 
Figura 2: Molecole di segnalazione, citoscheletriche e intracellulari coinvolte nelle funzioni delle integrine. 
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Le integrine si possono suddividere in quattro gruppi [45]: 
β1: legano le cellule a diversi tipi di molecole della matrice extracellulare; 
β2 e β7: si trovano nei leucociti e mediano interazioni tra molecole di adesione intracellulare; 
αV: sono presenti in varie cellule non tumorali, cellule epiteliali, cellule endoteliali, e anche in 
differenti forme tumorali [46]; 
β3: sembrano essere associate a caratteristiche istopatologiche delle cellule e sono coinvolte nel 
melanoma. 
I principali ligandi delle integrine sono i vari tipi di collagene e le glicoproteine della matrice 
stromale, nonché proteine solubili come il fibrinogeno e alcune proteine di membrana.  
Sono molecole che possiedono una sequenza aminoacidica contenente il sito di riconoscimento per 
le integrine.  
Singole integrine possono interagire con diversi ligandi e allo stesso modo un dato ligando può 
presentare siti di riconoscimento per varie integrine [47].  
L’affinità di legame per i propri ligandi è relativamente bassa, ma la loro concentrazione sulla 
membrana plasmatica è superiore rispetto ad esempio ai recettori di ormoni e di fattori di crescita 
[48]. 
 
3.2 Struttura del recettore  
Le integrine sono proteine eterodimeriche transmembrana costituite da due subunità associate, non 
legate covalentemente, indicate con le lettere greche α e β, che presentano entrambe un'estesa 
porzione extracellulare (più di 700 residui) di solito collegata alle proteine della matrice 
extracellulare, un dominio transmembrana (circa 20 residui) e una porzione intracitoplasmatica (13-
17 residui) collegata funzionalmente al citoscheletro [49]. 







; il tipo di catione influenza sia l’affinità che la specificità del legame con 
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il ligando; il  dominio extracellulare della catena β invece, è ricco di residui di cisteina [50]    
(Figura 3).                                                  
 
Figura 3: Struttura del recettore dell’integrina (Alberts). 
 
La struttura extracellulare degli eterodimeri consiste in una “testa” e due “gambe”; la prima media 
le interazioni integrina-ligando ed è il principale punto di contatto tra le subunità α e β. 
La subunità α è composta da 4 domini quali β-propeller (elica), un dominio tipo immunoglobulina  
chiamato Thigh (coscia) seguito da due moduli a β-sandwich Calf-1 e Calf‐2 (polpaccio). 
La subunità β consiste in un dominio ricco di cisteine detto PSI (Plexina-Semaforina-Integrina) 
all’interno del quale è inserito un dominio “ibrido” contenente il dominio βA. 
PSI è seguito da 4 domini EGF e un dominio β -tail. 
Il dominio  β-propeller e βA formano la “ testa” presente sulle due “gambe” costituite dalla subunità 
α e β [51-52]. 
Le gambe permettono alle integrine di adottare una conformazione ripiegata o dritta, che è 





Figura 4: Struttura dell’integrina presenta una testa, composta da elica (β-propeller) e il dominio Thigh nella 
subunità α e il dominio βA, ibrido e PS1 nella subunità β, e due gambe contenenti i domini Calf-1 e Calf‐2 
nella subunità α e i domini EGF e β tail nella subunità β. 
Il legame con il ligando avviene nell’interfaccia tra il dominio (β-propeller) e quello βA (Xiong et al. 2005). 
 
 
3.3 Signaling del recettore 
Il dominio citoplasmatico dell’integrina gioca un ruolo centrale nell’attivazione del recettore stesso  
[53-54]; questo dominio manca però di attività enzimatica, per questo vengono reclutate molecole 
adattrici e proteine con funzione effettrice [55]. 
La talina è la proteina citoscheletrica più importante che lega l’integrina e l’actina e altre proteine 
che a loro volta legano l’actina, come la vinculina [56].  
È stato dimostrato che il legame della talina con il dominio β citoplasmico dell’integrina è 





Figura 5: L’attivazione del recettore regola processi come proliferazione, differenziamento, motilità e 
sopravvivenza. 
 
L’attivazione dell’integrina richiede riarrangiamenti sia del dominio citoplasmatico che di quello 
extracellulare. 
L’interazione tra la subunità  α e β è stabilizzata dal legame tra residui di arginina della subunità α e 
residui di aspartato della subunità β [59] che sono fondamentali nel mantenere il recettore in uno 
stato di bassa affinità; infatti mutazioni a questo livello, influenzano l’attivazione del recettore che 
può essere così costitutivamente attivato [55]. 
 
3.4 Recettore αVβ3 
Il recettore dell’integrina αVβ3 è espresso su una gran varietà sia di cellule emopoietiche che non 
emopoietiche, che includono cellule endoteliali, monociti, macrofagi, neutrofili, piastrine, alcuni 
linfociti attivati, cellule muscolari lisce, osteoclasti e cellule tumorali, infatti ha un ruolo in diversi 
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processi come l’angiogenesi, vascolarizzazione patologica, metastasi tumorali e riassorbimento 
osseo (Wilder, 2002). 
Essa si lega alla vitronectina, fibrinogeno, fibronectina, fattore di von Willebrand e 
trombosteopondina ed è coinvolto nel legame di piastrine e leucociti all’endoteli [60]. 
Il recettore integrina αVβ3 è ampiamente espresso anche sulla membrana plasmatica di cellule 
endoteliali, cellule muscolari lisce, monociti e piastrine; la sua porzione extracellulare possiede un 
sito di legame che riconosce la sequenza Arg-Gly-Asp (RGD) presente sui ligandi T3 e T4 [61]. 
Studi di cristallografia condotti sul segmento extracellulare dell’integrina αVβ3, sia nello stato 
libero che legato alla cilengitide (pentapeptide ciclico), hanno dimostrato che le principali 
interazioni tra il recettore e il ligando avvengono tra l’arginina caricata positivamente e la subunità 
α, e tra la catena laterale anionica dell’acido aspartico e la subunità β [62]. 
Studi cristallografici del complesso αvβ3-cilegitide mettono in luce che il pentapeptide ciclico si 
inserisce in una cavità tra le due subunità alla testa del recettore. Ciascun residuo della sequenza di 
base RGD, interagisce fortemente con il recettore; le catene laterali dell’arginina e dell’acido 





Figura 6: Struttura  dell’integrina αVβ3 nella conformazione ripiegata. La subunità  αV e β3 sono colorate in 
verde e rosso rispettivamente (Luo at al. 2007). 
 
3.5 Ruolo dell’integrina αVβ3 nei tumori e angiogenesi  
È stato dimostrato che la subunità αV è presente nelle cellule sane e nel melanoma primario, mentre 
l’espressione della subunità β3 è ristretta esclusivamente alla forma invasiva e metastatica del 
melanoma.  
Questo suggerisce che la subunità αV possa associarsi ad altre subunità β nei melanociti normali, 
mentre è solo l’associazione con la subunità β3 che permette alle cellule di muoversi più 
liberamente nella matrice extracellulare durante l’invasione tumorale [64] e di legarsi più facilmente 
alle cellule endoteliali dei vasi sanguigni durante il processo metastatico. 
Inoltre l’αVβ3 è sovraespressa nelle cellule endoteliali durante l’angiogenesi, processo essenziale 
per la proliferazione e la formazione di metastasi tumorali, senza il quale le cellule cancerose 
andrebbero incontro ad apoptosi per mancanza di ossigeno e nutrienti.  
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Si può quindi dedurre che il complesso αVβ3 è, oltre che un marker della trasformazione maligna 
dei melanociti, soprattutto un potenziale target nella terapia antineoplastica [65]. 
La sua espressione sulle cellule endoteliali, è stimolata da fattori di crescita angiogenica come β-
FGF, TNF-α and IL-8 e la sovraespressione di questo recettore nei tumori, ferite e siti di 
infiammazione, suggerisce un ruolo chiave nella sopravvivenza e nella migrazione delle cellule 
endoteliali durante l’angiogenesi [66-67]. 
È stato osservato che l’integrina αVβ3 è associata al fattore 2 di crescita dei fibroblasti, (FGF-2), 
metalloproteasi (MMP-2), insulina e al recettore VEGF, facilitando così l’attivazione della 
proliferazione cellulare e l’invasione, prevenendo l’apoptosi (Kumar, 2003).  
L’inibizione dell’integrina αVβ3 induce l’apoptosi nelle cellule endoteliali in vitro e in vivo 
(Meerovitch et al.,2003) e inibisce  l’angiogenesi (Kumar, 2003).  
Antagonisti dell’integrina αVβ3 inibiscono l’angiogenesi e la crescita tumorale in diversi modelli 
animali [68].  
Il ruolo cruciale di questo recettore nell’angiogenesi tumorale suggerisce strategie per bloccare il 
suo segnale attraverso antagonisti o potenziare l’efficacia di altre terapie tumorali; inoltre l’elevata 
espressione dell’integrina αVβ3 in nuovi vasi nei tessuti neoplastici e su cellule tumorali, rende 











4. VIE DI SEGNALE 
 
L’azione non genomica mediata dal legame tra il recettore di membrana e gli ormoni tiroidei, è stata 
descritta a livello della membrana plasmatica, citoplasma e all’interno degli organelli [70-71-72-73-
13].  






 e glucosio, l’attivazione di protein 
chinasi C (PKC), protein chinasi A (PKA) MAPK ed ERK. 
Inoltre gli ormoni tiroidei regolano il metabolismo fosfolipidico attraverso l’attivazione di 
fosfolipasi C (PLC)  e fosfolipasi D (PLD) [74-75]. 
Queste risposte suggeriscono che i rapidi effetti non genomici degli ormoni tiroidei, coinvolgono 
diversi processi fisiologici fondamentali per il normale sviluppo cellulare [76]. 
 
4.1 ERK 
L’azione non genomica è dovuta al legame di T3 e T4 con l’integrina αVβ3; vengono attivate 
MAPK come la chinasi che regolano segnali extracellulari (ERK1/2) per la trasduzione del segnale 
ormonale [77] e recettori nucleari come TRβ1 [78], il recettore-α nucleare degli estrogeni [79] e p53 
[80]. 
Recenti studi hanno dimostrato che ERK1/2 attivate da T3 e T4, causano proliferazione cellulare 
attraverso la fosforilazione di residui di serina di specifiche nucleoproteine [75]; ciò è stato 
osservato con l’accumulo di antigene nucleare di cellule proliferanti (PCNA) e con incorporazione 
di timina radioattiva in cellule di glioma umano [81-82-83-84].  
Tetrac inibisce l’attivazione di pERK1/2 (ossia l’accumulo all’interno del nucleo) e la conseguente 





Figura 1: L’integrina regola l’azione di recettori tirosin-chinasici (RTKs) presenti sulla membrana 




4.2 Angiopoietina-1 e  Angiopoietina-2 
Angiopoietina-1 (Ang-1) e Angiopoietina-2 (Ang-2) sono ligandi antagonisti che si legano al 
dominio extracellulare del recettore tirosin-chinasico Tie-2 il quale è espresso quasi unicamente 
nelle cellule endoteliali [85-86-87].  
Ang-1 e Ang-2 si legano a Tie-2 con affinità simile ma, laddove Ang-1 agisce da agonista, l’abilità 
di Ang-2 di attivare Tie-2 sembra dipendere dal tipo cellulare e dal contesto [88].  
Il legame tra le angiopoietine e il loro recettore, ha diversi effetti sulla malignità tumorale poiché 
sono implicate in processi quali l’angiogenesi, infiammazione e l’extravasazione vascolare [89]. 
Il legame di Ang-1 a Tie2 promuove l’integrità vascolare, sopprime l’espressione di geni 
infiammatori; inoltre è fondamentale per il rimodellamento e la maturazione vascolare [90-91-92]. 
È stato osservato che Ang-1 ha un ruolo chemotattico e mitogenico nelle le cellule endoteliali [93]. 
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Ang-1 inibisce l’apoptosi delle cellule endoteliali e l’espressione di geni pro-infiammatori, regola 
l’ematopoiesi e stimola la migrazione cellulare [88] (Figura 2). 
 
 
Figura 2: Pathway di Ang-1. Rappresentazione che indica i possibili pathways attivati da Ang-1 in cellule 
endoteliali. La struttura di Tie-1 e Tie-2 è molto simile ; le integrine interagiscono sia con Ang-1 che  con 
Tie-2 ma il ruolo di questa interazione non è stato ancora ben chiarito (Nicholas et al. 2006). 
 
Ang-2 è conservata nei corpi di Weibel–Palade (organelli citoplasmatici presenti nelle cellule 
endoteliali che regolano l’emostasi della coagulazione). Studi sperimentali hanno dimostrato che il 
legame di Ang-2 con il proprio recettore, distrugge i segnali protettivi promossi da Tie-2 [92-94-95-
96]; inoltre altera  l’interazione tra le cellule endoteliali e cellule muscolari lisce [97]. 
L’importanza del legame Ang-Tie è stato osservato in modelli infiammatori pre-clinici dove sia 
l’acquisto di funzione di Ang-1 che la perdita di funzione di  Ang-2 hanno un effetto protettivo sulla 
perdita di capillarità e conseguente danno tissutale (lesioni polmonari, shock circolatorio e 
ipoperfusione tissutale) [92-94-95-96-98]. 
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Il segnale attraverso Tie-2 a seguito del legame con Ang-1 e Ang-2 sembra dipendere da un 
equilibrio tra esse [88] (Figura 3). 
 
 
Figura 3: L’attivazione endoteliale è un ruolo chiave nell’angiogenesi e nell’infiammazione vascolare; 
nell’infiammazione si ha un aumento dell’espressione di molecole di adesione, reclutamento leucocitario e 




La proteina cellulare associata alla migrazione angiogenica (AAMP) fa parte della super famiglia 
delle immunoglobuline [99] ed è ampiamente distribuita nelle cellule endoteliali e in altri tipi di 
cellule che hanno capacità migratoria come citotrofoblasti e cellule tumorali.  
AAMP è stata altamente conservata nel corso dell’evoluzione grazie al ruolo chiave nella  
formazione di strutture tubulari di cellule endoteliali. 
Questa proteina regola la comunicazione cellulare, l’organizzazione della matrice, l’adesione e la 
migrazione cellulare [100]. 
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La sovraespressione di AAMP si traduce in un aumento della migrazione cellulare poiché regola la 
motilità delle cellule endoteliali [101] e delle cellule muscolari lisce [102] (Figura 4); inoltre è 
coinvolta nella differenziazione di cellule endoteliali progenitrici [103]. 
 
 
Figura 4: Rappresentazione schematica del ruolo di AAMP nell’attivazione di RhoA. AAMP causa la 
traslocazione e l’attivazione di RhoA  nelle cellule muscolari lisce (SMC) e nelle cellule endoteliali. RhoA 
interagisce con il suo effettore rho chinasi (ROCK), inducendo così la migrazione di SMC e delle cellule 
endoteliali.  L’inibizione di AAMP in SMC, e legata all’inibizione di arterosclerosi e restenosi. 
L’inibizione di AAMP nelle cellule endoteliali e nelle cellule progenitrici, potrebbe compromettere la re-
endotelizzazione nel sito danneggiato e potrebbe avere effetti anti-trombotici  attraverso la riduzione sia 










Il fattore di crescita dell’endotelio vascolare regola lo sviluppo vascolare, l’angiogenesi e la 
linfangiogenesi legandosi a diversi tipi di recettori; in particolare il recettore VEGFR-2 (anche detto 
Flk-1 o KDR) che regola le funzioni dell’endotelio vascolare.  
Il risultato finale della stimolazione di tale recettore è la variazione della struttura del citoscheletro 
delle cellule endoteliali, con la conseguente modificazione della motilità cellulare. Vengono inoltre 
influenzati i meccanismi di controllo della progressione del ciclo cellulare. 
L’espressione di VEGF aumenta in condizioni di ipossia, a seguito dell’attivazione da parte di 
oncogeni e differenti tipologie di citochine. 
Studi in vivo hanno dimostrato che  VEGF induce sia l’angiogenesi che la permeabilizzazione di 
vasi sanguigni rendendoli fenestrati [104-105] determinando extra-vasazione; questo permette la 
crescita di cellule tumorali l’invasione delle cellule stromali [106]. 
VEGF  gioca un ruolo centrale nella regolazione della vasculogenesi [107].  
La cascata di segnali che si attiva a seguito del legame VEGF- VEGFR-2 induce proliferazione, 
migrazione, sopravvivenza, inibisce l’apoptosi e aumenta la permeabilità; ognuno i questi effetti, 






















L’acido tetraiodiotiroacetico (Tetrac) è un prodotto della deaminazione ossidativa della catena 
laterale del residuo di alanina presente sulla T4 [109] (Figura 1). 
 
 
Figura 1: Reazione di deaminazione della T4 (Williams, 1969). 
 
  
Tetrac è un antagonista del recettore dell’integrina αVβ3 [77] e blocca il legame degli ormoni 
tiroidei T3 e T4 con il proprio recettore [110] inibendo così l’azione non genomica di questi ultimi 
in processi come l’angiogenesi [111], anche in assenza degli ormoni tiroidei [61-112], la 
migrazione e la proliferazione cellulare [79-113].  
Il recettore interagisce con i propri ligandi attraverso il sito RGD, il quale è fondamentale per 
l’interazione dell’integrina con proteine della matrice extracellulare e fattori di crescita [114] come 
il fattore di crescita endoteliale vascolare (VEGF) e il fattore di crescita fibroblastico basico (β-
FGF) [115]. 
VEGF e β-FGF sono fattori pro-angiogenici e la loro attività è bloccata dal Tetrac [116]. 
È stato dimostrato che gli ormoni tiroidei e alcuni analoghi attivino vie non genomiche attraverso il 
recettore di membrana integrina αVβ3 modulando così l’attività di trasportatori di membrana che 









(D’Arezzo et al., 2004). 
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È stato dimostrato che il fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI-3K) e MAPK (ERK1/2) sono implicate 









 (NHE1) da parte di T3,T4 e Tetrac attraverso il recettore di membrana integrina αVβ3. 
T3 e T4 attivano i trasportatori attraverso la via non genomica mentre Tetrac blocca l’azione ormonale 
( Lin H.Y. 2012 ). 
 
 
Il legame tra gli ormoni tiroidei e l’integrina αVβ3 induce una risposta angiogenica sia in cellule 
endoteliali che in cellule vascolari muscolari lisce; inoltre si ha una risposta proliferativa in cellule 
tumorali che esprimono questo recettore [113-118]. 
Precedenti studi hanno dimostrato che Tetrac agisce da antagonista sul recettore dell’integrina 
avendo così un effetto inibitorio sulla proliferazione cellulare, sull’angiogenesi [116] e sulla crescita 
tumorale in diverse linee cellulari umane in vitro [119-120]; questo ne suggerisce la duplice azione 




Figura 3: Riassunto delle azioni non genomiche mediate dagli ormoni tiroidei ed analoghi che iniziano a 
livello della membrana o nel citoplasma e determinano differenti eventi cellulari. 1) T4 attiva ERK1/2   
attraverso l’integrina αVβ3 attraverso la fosfolipasi C (PLC) e protein chinasi Cα (PKCα). Tra le risposte 
conseguenti dall’attivazione di ERK1/2 ci sono la fosforilazione di residui di serina di recettori 
citoplasmatici/nucleari  TRβ1, ERα, e fattori di trascrizione quali STAT1α e STAT3. Le proteine presenti nel 
citoplasma vengono trasportate nel nucleo dove vengono attivate e possono modulare l’azione di alcune 
citochine e fattori di trascrizione. ERK1/2 attivate da T4 mediano l’azione degli ormoni nella proliferazione 
delle cellule tumorali e nell’angiogenesi. 2) T4 e la T3 inversa (rT3) si legano anche al recettore tronco  
TRΔα1 causando la polimerizzazione dell’actina la quale ha un ruolo critico nella motilità cellulare e altre 
funzioni.  3) T3 attiva PI3K, sia attraverso meccanismi citoplasmatici o attraverso il recettore integrina αVβ3 
causando l’attivazione di diversi geni o il trasporto di TRα1 citoplasmatico nel nucleo TRβ1citoplasmatico e  
PI3K  stimolano l’attivazione della pompa Na+/K+ATPasi a seguito dell’azione di T3. Tetrac è un  analogo di 
T4 e inibisce il legame di T3 e T4 con l’integrina αVβ3 bloccando l’azione di agonisti degli ormoni tiroidei 
sulla proliferazione delle cellule tumorali e l’angiogenesi. 4) Tetrac agisce sulla superficie cellulare e, in 
assenza di  T4 e T3, ha effetti su l’espressione di geni quali la trombospondina (THBS1), caspasi 2 (CASP2), 







SCOPO DELLA TESI 
 
Gli ormoni tiroidei hanno ruoli fondamentali nella crescita, sviluppo e metabolismo nella maggior 
parte dei tipi cellulari attraverso un’azione genomica mediata dal legame degli ormoni tiroidei con 
specifici recettori nucleari (TRs), modificando così l’espressione di specifici geni. 
In questi ultimi anni, sono stati scoperti nuovi meccanismi d’azione non genomici, dovuti al legame 
con l’integrina αVβ3, un recettore presente sulla membrana plasmatica di molti tipi cellulari. Da 
questo ne deriva una regolazione del traffico intracellulare, angiogenesi e proliferazione in cellule 
tumorali.   
Il lavoro svolto in questa tesi è finalizzato allo studio degli effetti degli ormoni tiroidei T3 e T4 
sull’angiogenesi, la proliferazione e la migrazione di cellule endoteliali cardiache (HMVEC-C). 
Inoltre è stata analizzata l’azione inibitoria di un analogo della T4, l’acido tetraiodotiroacetico 
(Tetrac), utilizzato come antitumorale, che ha un effetto anti-angiogenico poiché antagonista di T3 e 





MATERIALI E METODI 
 
1. Colture cellulari 
Sono state utilizzate cellule cardiache umane microvascolari primarie (HMVEC-C, Lonza, Milano, 
Italia) che sono state fatte crescere in fiasche da 75 cm
2
 o 25 cm
2 
in terreno (EBM-2) addizionato 
con 5 % siero fetale bovino (FBS), 0.1% fattore di crescita endoteliale umano (hEGF), 0.04 
idrocortisone, 0.1% GA-1000 (gentamicinA-amfotericina B), 0.1% fattore di crescita vascolare 
endoteliale (VEGF), 0.4% fattore di crescita fibroblastico umano (hFGF), 0.1% fattore di crescita 
ricombiante insulinico (R3IGF1) e 0.1%  di acido ascorbico (Lonza, Milano, Italia). 
Durante l’espansione, le cellule sono state fatte crescere su gelatina (2mg/ml) e il terreno è stato 
cambiato ogni 2 giorni.   
Per la semina in nuove fiasche, è stato aspirato il terreno e le cellule sono state lavate 2 volte con 
PBS, precedentemente riscaldato in un bagnetto termostatato a 37°C; successivamente sono stati 
aggiunti 2 ml di tripsina (1%), che serve per far staccare le cellule dal fondo della fiasca, e sono 
state incubate per 3 minuti a 37 °C e al 5% CO2. Successivamente sono stati aggiunti 200 μl di 
inibitore della tripsina e 8 ml di EBM-2 con 5% di siero. 
Le cellule sono state risospese e la soluzione ottenuta è stata trasferita in una nuova fiasca  
precedentemente coperta con la gelatina (2mg/ml) per permettere l’adesione.   
Le cellule sono state mantenute in incubatore ThermoForma (Mariette, OH, USA) a 37°C e al 5% 
di CO2, mentre tutte le operazioni effettuate con esse sono avvenute in sterilità lavorando sotto 
cappa a flusso laminare verticale (Faster Bio 48).  






2. Saggio di proliferazione  
HMVEC-C sono state seminate su una piastra da 96 pozzetti (3 × 10
3
 cells/well) precedentemente 
coperti con la gelatina (2mg/ml) e sono state fatte crescere con terreno EBM-2 senza siero in 
assenza o presenza di T3 (3nM, 60nM, 1μM) o T4 (0.1 μM), preincubate o meno con Tetrac per 15 
minuti (5 µM) a  37 °C. 
Come controllo positivo, alcuni pozzetti sono stati trattati con VEGF (1 μΜ e 4 μM) con o senza 
Tetrac (5 µM).   
Le cellule sono state incubate per 48 ore a 37 °C. 
Dopo 2 giorni, è stato cambiato il terreno e in ogni pozzetto sono stati aggiunti 10 μl di Alamar blu 
1X (Invitrogen Srl, Milano, Italia) per l’identificazione, e la piastra è stata riposta a 37 °C per 4 ore. 
L’Alamar blu è un indicatore che permette di misurare la proliferazione di diversi tipi di cellule. Al 
suo interno contiene una molecola, la resazurina, che penetra nella cellula e viene ridotta a 
resofurina. 
La quantità di assorbanza è proporzionale al numero di cellule vitali, che quindi saranno state in 
grado di ridurre la resazurina. 
La misurazione dell’assorbanza (570 nm), correlata alla proliferazione cellulare, è stata effettuata a 
subito dopo aver aggiunto l’Alamar blu e ogni 24 ore per i successivi 2 giorni. 
La stima della proliferazione è stata effettuata misurando l’intensità l’assorbanza in relazione alla 
quantità di Alamar blu incorporato dalle cellule. 
Per la lettura è stato usato lo spettrofotometro TECAN (Infinite M200PRO; Svizzera). 
 
3. Estrazione RNA e Sq RT-PCR 
Le cellule HMVEC-C sono state seminate su una piastra da 96 pozzetti (3 × 10
3
 cells/well) 
precedentemente coperti con la gelatina (2 mg/ml) e sono state fatte crescere con terreno EBM-2 
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senza siero in assenza o presenza di T3 (1μM) o T4 (0.1 μM), preincubate o meno con Tetrac per 15 
minuti (5 µM) a 37 °C. 
Le cellule sono state incubate per 24 ore a 37 °C. 
Per la lisi cellulare e l’estrazione dell’RNA è stato utilizzato il kit TaqMan Gene Expression Cells-
to-CT
TM
  (Applied Biosystems). 
Per lisare le cellule, esse sono state lavate con PBS posto in ghiaccio; in ogni pozzetto sono stati 
aggiunti 50 μl di buffer di lisi contenente DNAasi e sono state incubate per 5 minuti a T ambiente. 
Successivamente sono stati aggiunti 5 μl di soluzione di stop e nuovamente incubate  a T ambiente 
per 2 minuti. 
Lo step successivo prevede la retrotrascrizione per ottenere cDNA.  
È stata preparata una soluzione per tutti i campioni, contenente per ciascuno di essi 12.5 μl di RT 
buffer, 1.25 μl di RT enzime mix e 6.25 μl di acqua nuclease-free così da ottenere un volume finale 
pari a 20 μl. 
Questa soluzione è stata ripartita nelle eppendorf ed in ognuna di esse sono stati aggiunti 5 μl di 
cellule lisate, precedentemente staccate dai pozzetti utilizzando un raschietto. 
Successivamente le provette sono state riposte in un termociclatore per effettuare la 
retrotrascrizione attraverso un programma che prevede 3 fasi: 
- 37 °C per 60 minuti 
- 95 °C per 5 minuti 
- 4 °C per un tempo indefinito 
La quantificazione del cDNA  ottenuto, è stata effettuata con il QuBit (programma ds DNA-BR). 
Al termine della retrotrascrizione, sono stati preparati i campioni per la PCR semiquantitativa (Sq-
RT PCR) utilizzando il kit GoTaq Green Mastermix (Promega, USA). 
Avendo 6 differenti campioni e un bianco (come prova che non c’è stata contaminazione), in 
un’eppendorf è stata preparata una soluzione, da suddividere in 7 parti, contenente 87.5 μl di Master 
mix, contenente l’enzima Taq polimerasi il quale è responsabile del colore verde, dNTPs e MgCl2, 
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66.5 μl di acqua (nuclease-free) e 7 μl di primer (reverse e forward) precedentemente diluiti per 
averli ad una concentrazione pari a 1X. 
La soluzione ottenuta è stata suddivisa in 7 provette ed in 6 di queste, sono state aggiunti 2 μl (100 
ng di mRNA) di lisato precedentemente ottenuto con la retrotrascrizione, in modo da avere un 
volume finale pari a 25 μl in ognuna di esse. 
I campioni sono stati messi nel termociclatore per effettuare la reazione di PCR che è suddivisa in  3 
fasi: 
- denaturazione: 95 °C 
- annealing: 40 - 60 °C  
- estensione: 72 °C 
Per ogni gene analizzato, sono stati effettuati un differente numero di cicli; in particolare 37 cicli 
per l’angiopoietina 1 e 2, 35 cicli per VEGF, 34 cicli per AAMP, 39 cicli per l’integrina β3 e 29 
cicli per GAPDH. 
Dopo aver ottenuto l’amplificato, i campioni sono stati caricati su un gel di agarosio con porosità 
all’1%; per ottenere quest’ultimo, in una beuta sono stati messi 400 mg di agarosio in polvere 
(AppliChem) e 40 ml di TBE (Tris-borato-EDTA) 1X che stata posta in un  forno microonde per 
qualche minuto per far sciogliere l’agarosio ottenendo così una soluzione limpida. Successivamente 
sono stati aggiunti 4 μl di Bromuro di etidio che si intercala tra gli acidi nucleici ed emette 
fluorescenza quando è esposto ai raggi UV; in questo modo è possibile visualizzare la migrazione 
del DNA all’interno del gel. 
Questa soluzione è stata versata in uno stampo provvisto di un pettinino e lasciata per 30 minuti a T 
ambiente per permetterne la polimerizzazione. 
Successivamente il gel è stato riposto in un Gel cluster provvisto di elettrodi, riempito con TBE 1X, 
e sono stati caricati i campioni nei pozzetti che si sono formati dopo aver tolto il pettinino; è stata 
avviata la corsa elettroforetica per 30 minuti a 95 V. 
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Terminata l’elettroforesi, il gel è stato posto in un transilluminatore a raggi UV per visualizzare le 
bande ed è stata acquisita l’immagine. 
Per la PCR sono stati utilizzati i seguenti primer: 
 Angiopoietina-1 (56 kDa): forward - CAGTGGCTGCAAAAACTTGA 
                                             reverse - TCCACATCTGTGAGCTTTCG  
 Angiopoietina-2: (56 kDa): forward - GATCTTGTCTTGGCCTCAGC 
                                              reverse - ACGGCGTTAGACATGTAGGG   
 VEGF (21 kDa):                forward - CTACCTCCACCATGCCAAGT 
                                              reverse - TTTCTTGCGCTTTCGTTTTT 
 AAMP (46 kDa):               forward - CTTTGCATTGCACTCAGCAT 
                                        reverse - CAGTCACCATTCGGGACTTT    
 Integrina β3 (110 kDa):      forward - TGACATCGAGCTGGTGAAAG 
                                        reverse - GAGTAGCAAGGCCAATGAGC 
 GAPDH (36 kDa):             forward – AGCCACTGCTGTGCTTTTAAG 
                                        reverse - CCAAAACCAATGATCTCATCC 
 Per la normalizzazione è stato utilizzato il GAPDH. 
 
4. Saggio di migrazione cellulare 
La migrazione cellulare è stata osservata analizzando la riduzione delle dimensioni di un solco fatto 
all’interno dei pozzetti. 
Le cellule HMVEC-C sono state seminate su una piastra da 24 pozzetti precedentemente coperti 
con la gelatina (2 mg/ml) e sono state fatte crescere con terreno EBM-2 con siero. 
Quando hanno raggiunto una confluenza pari al 70-80%, è stato prelevato il terreno e al centro della  
piastra è stato fatto un solco verticale utilizzando un puntale. 
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Successivamente sono stati effettuati 2 lavaggi con il PBS per eliminare le cellule che si sono 
staccate a seguito della formazione del solco ed è stato aggiunto 1 ml di EBM-2 con l’1% di siero. 
Le cellule sono state incubate in presenza o in assenza di T3 (1µM), T4 (0.1 µM) e preicubate o 
meno con Tetrac (5 µM ) per 15 minuti a 37 °C. 
Come controllo positivo, alcuni pozzetti sono stati trattati con VEGF (1 μΜ) con o senza Tetrac (5 
µM); successivamente sono state incubate per 48 ore a 37 °C. 
Dopo 2 giorni, le cellule sono state lavate con PBS ed osservate al microscopio (40 Carl Zeiss 
vision GMBH); sono state fotografate con Axiovision 3.0. 
La valutazione dell’effettiva migrazione è stata fatta misurando le dimensioni dei solchi a seguito 
dei trattamenti. 
 
5. Saggio di angiogenesi in vitro 
Per valutare la capacità delle cellule  HMVEC-C di auto-organizzarsi a formare strutture capillaro-
simili, esse sono state seminate su una piastra da 48 pozzetti (5x10
4
 cells/well) ognuno dei quali è 
stato precedentemente ricoperto con 150 µl di matrigel (Matrigel™ Basement Membrane Matrix, 
BD Biosciences), un estratto solubile di membrana basale di tumore di Engelbreth-Holm-Swarm 
che gelificando a T ambiente riproduce una condizione simile alla presenza della membrana basale. 
A tal fine, è stato lasciato a 4°C la notte prima dell’utilizzo e, dopo averlo distribuito nei pozzetti, la 
piastra è stata incubata per 30 minuti a 37°C per gelificare.  
Le cellule sono state seminate con terreno basale EBM-2 senza fattori di crescita ed incubate in 
presenza o in assenza di T3 (1µM), T4 (0.1 µM) e Tetrac (5 µM) per 24 ore a 37°C. VEGF (1µM), 
è stato utilizzato come controllo positivo. 
Il giorno seguente, sono state fotografate le reti e le immagini sono state suddivise in più campi per 





6. Dosaggio produzione ROS in vitro 
Per quantificare la produzione di radicali liberi nelle cellule, è stata utilizzata  DCFH-DA (2 ,7 -
diclorodiidrofluoresceina diacetato), una molecola lipofila, che attraversa la membrana cellulare per 
diffusione passiva; il suo gruppo acetato viene rimosso dalle diesterasi cellulari producendo una 
molecola carica negativamente non fluorescente e polare, il DCFH. Questa viene poi rapidamente 
ossidata dai ROS o da altri perossidi in un composto altamente fluorescente, il DCF, che produce un 
segnale di intensità proporzionale alla concentrazione dei ROS prodotti. 
Le cellule HMVEC-C sono state seminate su piastre da 6 pozzetti con 1 ml di EBM-2 (0.1% di 
siero) in presenza o in assenza di T3 (1µM), T4 (0.1 µM) o H2O2 usato come controllo positivo (100 
µM) e preincubate con Tetrac (5 µM) per 15 minuti a 37 °C; le cellule sono state lasciate ad 
incubare a 37 °C per 1 ora. Successivamente è stato aspirato il mezzo, le cellule sono state lavate 2 
volte con PBS ed in ogni pozzetto sono stati aggiunti 2 µl di DCFH-DA (20 mM) in 2 ml di EBM-2 
senza siero. 
La piastra è stata incubata al buio per 30 minuti a 37 °C e dopo aver aspirato il mezzo sono stati 
effettuati altri 2 lavaggi con PBS e sono stati aggiunti 200 µl di tripsina  e 20 µl di inibitore  in ogni 
pozzetto; le cellule sono state risospese e trasferite in una piastra da 96 pozzetti.  
La lettura della fluorescenza (eccitazione 485 nm, emissione 538 nm) è stata fatta utilizzando lo 
spettrofotometro TECAN (Infinite M200PRO; Svizzera). 
 
7. Preparazione e quantificazione dei campioni per il Western Blot  
Le cellule HMVEC-C sono state seminate su piastre petri con 1 ml di EBM-2 (0.1% di siero) in 
presenza o in assenza di T3 (1µM), T4 (0.1 µM) e preincubate con Tetrac (5 µM ) per 15 minuti a 
37 °C e poi per 4 ore a 37 °C; successivamente è stato aspirato il mezzo, le cellule sono state lavate 
due volte con PBS ed è stata effettuata una lisi chimica per solubilizzare le proteine, che prevede 
l’aggiunta di un tampone di lisi (Thermo Scientific, Pierce®) contenete 25 mM Tris•HCl pH 7.4, 
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150 mM NaCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 5% glicerolo e di una soluzione con concentrata 1X 
composta da un reagente per l’estrazione proteica M-PER, ed un inibitore di proteasi e fosfatasi e 
PMSF (Thermo Scientific). 
Di questa soluzione sono stati aggiunti 220 µl in ogni piastra. Dopo aver staccato le cellule usando 
un raschietto, sono state trasferite in delle eppendorf e centrifugate per 7 minuti a 13000 rpm; è 
stato raccolto il surnatante in nuove eppendorf e si è proceduto con la quantificazione proteica. 
La concentrazione totale di ogni campione è stata valutata con il kit di analisi Bradford (Thermo 
Scientific). Il metodo colorimetrico di Bradford è basato sull’utilizzo di un reagente, in questo caso 
Blu di Coomassie, in grado di sviluppare un’intensità di colore proporzionale alla concentrazione di 
proteine presenti in soluzione. Requisito fondamentale di questo tipo di analisi è la preparazione di 
una retta di taratura standard, mediante l’utilizzo di diluizioni successive di una soluzione a 
concentrazione nota di proteine (albumina di siero bovino). 
Per ottenere la retta, la piastra è stata letta in assorbanza (595nm). 
 
8. Western blot 
I campioni sono stati riposti in ghiaccio a 4°C. È stata preparata una mix di β-mercaptoetanolo, un 
agente riducente che rompe i ponti disolfuro presenti nelle proteine, e sample buffer 4X (Bio-Rad, 
CA) contenente un colorante (blu di bromofenolo), Tris-HCl, SDS e glicerolo. Questa soluzione 
concentrata 10X, crea nel gel un fronte colorato che permette di visualizzare la corsa proteica. Ad 
ogni campione, contente 30 μg di proteine, è stata aggiunta la mix ottenendo così un volume finale 
totale di 50 μl e successivamente ogni eppendorf è stata bucata con un ago e posta in acqua bollente 
per 10 minuti. Successivamente i campioni così preparati, sono stati caricati nei pozzetti del gel. 
Nell’apposita camera per l’elettroforesi è stato inserito il  gel di poliacrilamide preconfezionato da 
10 pozzetti (Bolt™ Mini Gel Tank, Novex) con un gradiente da 4-12%  contenente un buffer che 
mantiene costante il pH del gel, fattore indispensabile affinché le proteine mantengano la loro 
struttura, e SDS (sodio dodecil solfato), un detergente anionico capace di complessarsi alle proteine 
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e di conferire loro una carica netta negativa. La camera è stata riempita con il running buffer 
(MOPS), un tampone di corsa che veicola il passaggio di corrente. I campioni sono quindi stati 
caricati, assieme ad un marcatore di pesi molecolari. La camera per l’elettroforesi è stata chiusa con 
gli elettrodi ed avviata la corsa per  45 minuti a 165 V.  
Terminata l’elettroforesi, il gel è stato rimosso dalla camera ed è stato eseguito il trasferimento su  
membrana di nitrocellulosa con porosità 0.2 μm (iBlot® Gel Transfer Device, Invitrogen). 
L’iBlot® Transfer Stack è costituito da una coppia di elettrodi di rame, da una membrana di 




Dopo aver selezionato il programma appropriato (P3 per 6 minuti), si è avuto il trasferimento sulla 
membrana, la quale è stata immersa in Rosso Ponceau, un agente che colora le bande, e poi lavata 
con acqua distillata. La membrana è stata tagliata, preservando le aree di interesse sulla base dei 
pesi molecolari indicati dalle bande del marker. 
Quindi, la membrana è stata riposta in una vaschetta e ricoperta da una soluzione di bloccaggio 
contenente latte al 5%  (Roche, IN, USA) in Tween-20/PBS 0.1% vol/vol (PBST) per bloccare i siti 
aspecifici. 
La membrana è rimasta immersa in tale soluzione in agitazione per 1 ora a T ambiente e 
successivamente è stata incubata overnight a 4 °C con l’anticorpo primario diretto contro l’integrina 
β3 (coniglio, sc-4702 Santa Cruz, 1:1000), GAPDH (topo, Cell Signaling Technology, Danvers, 
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MA, USA, 1:8000), ERK1/2 (coniglio, Cell Signaling Tecnology Danvers, MA, USA, 1:1000) e 
pERK1/2 (topo, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA, 1:500) Dopo 3 lavaggi da 10 
minuti ciascuno con TBST (Tris Buffer Saline, pH 7.4 contenente Tween-20 allo 0,1%), la 
membrana è stata incubata per 1 ora a T ambiente con un anticorpo secondario coniugato con la 
perossidasi di rafano, HRP (anti–coniglio A0545 Sigma; anti-topo sc-2005 Santa Cruz), diluito 
rispettivamente 1:1000, 1:10000, 1:2000 ed 1:1000. L’anticorpo secondario è specifico per il 
frammento cristallizzabile (Fc) dell’Ig primaria; la perossidasi di rafano è un enzima che reagisce 
con H2O2 e, in presenza del luminolo, produce luminescenza.  
Successivamente sono stati effettuati altri 3 lavaggi di 10 minuti con TBST.  
Il segnale è stato rivelato per mezzo della chemiluminescenza utilizzando una soluzione di 
rivelazione con luminolo, ECL (Thermo Scientific, Pierce). La perossidasi, con cui è coniugato 
l’anticorpo secondario, ossida il luminolo con conseguente produzione di luce; la luce emessa è 
stata rivelata esponendo la membrana a una lastra fotografica. La soluzione ECL è stata distribuita 
sulla membrana e lasciata incubare per 5 minuti. Dopo aver tolto l’eccesso, in camera oscura è stata 
sovrapposta una lastra fotografica sulla membrana, per un tempo sufficiente a permettere alle bande 
di impressionare la lastra. Infine, quest’ultima è stata immersa in una soluzione di sviluppo per 1 
minuto, risciacquata con acqua e poi nel fissativo per 1 minuto. Sciacquata nuovamente, la lastra è 
stata fatta asciugare.  
 
9. Analisi statistica 
Le lastre ottenute con la tecnica del Wester blot, e le immagini della PCR,  sono state acquisite e 
processate con Scion image software (Scion Corporation USA) e i risultati sono stati analizzati 
tramite il t-test. Il confronto tra più di due gruppi è stato valutato tramite ANOVA. 
I risultati sono espressi in relazione alla deviazione standard e il P value è considerato significativo 






1. Effetto di T3 e T4 sulla proliferazione cellulare 
La proliferazione delle cellule HMEVC-C dovuta all’azione degli ormoni tiroidei, è stata valutata 
analizzando diverse concentrazioni di T3 (3 nM, 60 nM, 1 μM) e  T4 (0.1 μM). Le cellule sono state 
sottoposte a tale trattamento per 48 ore.  
Dai risultati ottenuti  a seguito della lettura dell’assorbanza, si evince che nelle cellule trattate con 
concentrazioni maggiori di T3, ossia 60 nM e 1 μM, la proliferazione aumenta rispettivamente del  
16% (p<0.05) e del 45% (p <0.01) se paragonata ai controlli (cellule non tratte che sono state fatte 
crescere in terreno senza fattori di crescita). 
Per quanto concerne l’effetto di T3 concentrato 3 nM, non è stato osservato un aumento 
significativo della proliferazione rispetto al controllo, perché tale concentrazione corrisponde a 
quella fisiologica. 
Il trattamento con T4 (0.1 μΜ), ha un effetto maggiore rispetto a quello dato da T3 infatti la 
proliferazione aumenta dell’83 % (p <0.01). 
Esperimenti in parallelo sono stati fatti trattando le cellule con VEGF, fattore di crescita 
dell’endotelio vascolare, così da avere un controllo positivo. In questo caso è stato visto che un 
trattamento con 1 μΜ  and 4 μM di VEGF, aumenta rispettivamente del 26% (p<0.01) e del 70% 
(p<0.01) la proliferazione cellulare rispetto ai casi controllo (Figura 1, istogramma bianco). 
Inoltre le cellule sono state preincubate 15 minuti a 37 °C con Tetrac  (T) (5 μM), un analogo di T4, 
per valutarne gli effetti inibitori e successivamente sono state trattate con T3 (3nM, 60nM, 1μM), 
T4 (0.1 μΜ) e VEGF (1 μΜ e 4 μM).  
In presenza di Tetrac, è stata notata una netta diminuzione della proliferazione cellulare sia nel caso 
delle cellule trattate con T3, 60 nM e 1 μΜ (p<0.05), T4 0.1 μΜ (p<0.01) e VEGF 1 μM mentre c’è 
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stata una riduzione del 34% nel caso delle cellule trattate con VEGF ad una concentrazione pari a 4 
μM (Figura 1, istogramma grigio).  
 
Figura 1: Effetto di T3 e T4 sulla proliferazione cellulare. Le cellule (3x10
3
 cell/well) sono state incubare 
per 48 ore a 37 °C con T3 (3nM, 60nM, 1μM), T4 (0.1μM) senza Tetrac  (istogramma bianco) o in presenza 
di Tetrac (T) (5μM) (istogramma grigio). VEGF (1μM e 4μM) è stato utilizzato come controllo positivo. I 
dati sono significativi ± SD espressi come percentuale di cellule trattate proliferanti rispetto ai controlli:     
*p < 0.05, **p < 0.01; § p < 0.05, §§p < 0.01: cellule trattate (T3, T4 o VEGF) con Tetrac rispetto alle 

























2. Espressione genica  
 
Attraverso la Sq RT-PCR è stata analizzata l’espressone di geni in cellule trattate con T3 (1 μM), 
T4 (0.1μM); per la normalizzazione dei dati è stato utilizzato il GAPDH. 
I risultati indicano che nelle cellule trattate con T3, si ha un aumento dell’espressione di 
Angiopoietina-1 di 2.5 punti, AAMP di 1.6 punti e VEGF di 1.2 punti rispetto alle cellule non 
trattate (controlli), mentre non è stata rilevata l’espressione di Angiopoietina-2. 
Nelle cellule trattate con T4 invece, è stato osservato un incremento rispetto al controllo, di 1.3 
punti per  Angiopoietina-1, e di 1.16 punti per AAMP. 
Anche in questo caso, a seguito del trattamento con T4, non è stata rilevata l’espressone di 
Angiopoietina-2. 
Dai dati ottenuti, si evince che Tetrac inibisce l’espressione rispetto alle cellule corrispondenti 
trattate con T3, T4 e controllo, sia nel caso di VEGF, AAMP e Angiopoietina-1. 
In particolare l’espressione diminuisce da 1.5 a 4 punti; anche in questo caso è stato confermato in 
tutti i campioni, l’aumento di espressione di Angiopoietina-2 in presenza di Tetrac da 4 a 20 punti. 
In conclusione si può affermare che nel caso di VEGF, AAMP ed Angiopoietina-1, si ha un 
aumento dell’espressione a seguito del trattamento con gli ormoni tiroidei ed è stata confermata 
l’inibizione da parte del Tetrac rispetto ai propri corrispettivi. 
L’espressione dell’Angiopoietina-2 segue un andamento opposto, poiché se ne osserva un aumento 
dovuto al trattamento con Tetrac (Figura 2). 




Figura 2: Stimolazione da parte di T3 e T4 dell’espressione genica di geni legati all’angiogenesi in cellule  
HMVEC-C. Sq RT-PCR per AAMP, VEGF, Angpt-1e Angpt-2 in cellule HMVEC-C  in condizioni basali   
(C) o dopo la stimolazione di 24 ore con  T3 (1μM) o T4 (0.1μM) con Tetrac (T) (5 μM)  (istogramma 
grigio) o senza (istogramma bianco). GAPDH è stato amplificato come controllo interno. Gli istogrammi 







3. Migrazione cellulare 
La migrazione cellulare è stata valutata  in base all’area del solco.   
Anche in questo caso, le cellule sono state trattate con T3 (1μM), T4 (0.1 μM) e VEGF (1 μM) come 
controllo positivo. 
Per le cellule trattate con T3, la migrazione aumenta di 1.67 punti (67%) rispetto alle cellule non 
trattate (controlli) (p<0.01); mentre aumenta di 1.50 punti (50%) (p<0.01) nel caso di cellule trattate 
con T4. 
A seguito del trattamento con VEGF (1 μM), è stato osservato un aumento della migrazione pari al 
60% rispetto al controllo. 
Per quanto riguarda i campioni trattati con Tetrac (T) (5 μM), in cellule che non sono state stimolate 
con gli ormoni tiroidei, non c’è stato nessun effetto rispetto alle cellule corrispondenti, mentre è stata 
rilevata una sostanziale riduzione della capacità di migrazione, ossia un aumento dell’area del solco, 









Figura 3: Analisi della migrazione di cellule HMVEC-C. I dati sono riportati come area del solco (unità 
arbitraria) misurata con un’analisi dell’immagine. Le immagini rappresentano cellule in condizioni basali   
(C) e in seguito alla stimolazione, per 48 ore, con T3 (1μM), T4 (0.1μM) o VEGF (1μM) con o senza Tetrac  
(T). L’istogramma rappresenta il valore significativo ± SD. **p < 0.01 cellule trattate rispetto al controllo 
(istogramma bianco); §p < 0.05, §§p < 0.01: cellule  (C, T3, T4 o VEGF) con Tetrac rispetto alle 












4. Effetto di T3 e T4 su angiogenesi in vitro 
Per valutare l’effetto degli ormoni tiroidei sull’angiogenesi, è stata analizzata  la formazione di reti 
di capillari di cellule HMVEC-C (numero di maglie e punti di ramificazione per campo), seminate 
su Matrigel. Il trattamento con T3 (1μM) causa un significativo aumento nella formazione delle reti 
pari a 1.45 volte (45%)  rispetto al controllo (C) (*p<0.01). 
Anche nelle cellule trattate con T4 (0.1μM) è stato osservato un aumento della capillarizzazione di 
1.37 volte (37%) (p<0.01).  
Dei campioni sono stati trattati con VEGF, per avere un controllo positivo; in questo caso l’aumento 
rilevato è stato del 42% rispetto alle cellule non trattate. 
Per quanto riguarda le cellule incubate con Tetrac (T) (5 μM), è stata osservata una diminuzione 
della densità di reti capillari rispetto alle cellule corrispondenti che non sono state trattate con 





Figura 4: Effetto del trattamento con T3 e T4 nella formazione di una rete di capillari delle cellule HMVEC-
C. Queste ultime sono state piastrate su Matrigel in assenza (C) o presenza di T3 (1μM) e T4 (0.1μM). 
VEGF (1μM) è stato utilizzato come controllo positivo. Inoltre le cellule sono state trattate con Tetrac (T) 
(5μM). L’istogramma rappresenta il valore significativo ± SD di densità di capillari; cellule trattate rispetto 
al controllo: *p < 0.05, **p < 0.01; § p < 0.05, §§p < 0.01: cellule (C, T3, T4  o VEGF)  con Tetrac rispetto 












5. Produzione di ROS 
La produzione di radicali liberi in cellule HMVEC-C è stata osservata trattando queste ultime con 
H2O2 100 μM (controllo positivo) poiché essa è in grado di ossidare DCFH-DA (2,7 -
diclorodiidrofluoresceina diacetato). 
Dai risultati ottenuti si osserva che la produzione di ROS, aumenta nelle cellule che sono state 
trattate con T3 (1μM) e T4 (0.1μM) rispetto al controllo (senza stimolazione ormonale). 
Per quanto riguarda i campioni trattati con Tetrac (5μM), anche in questo caso, i dati ottenuti 
dimostrano che la produzione di ROS aumenta significativamente rispetto al controllo (C) e nel 
caso dei campioni trattati con T4 e Tetrac si ha una significativa diminuzione della produzione di 
ROS anche rispetto al proprio corrispettivo (Figura 5). 
 
 
Figura 5: Effetto del trattamento di T3 e T4 nella produzione di ROS in cellule HMVEC-C. Queste cellule 
sono state trattate in assenza ( C )  o presenza di T3 (1μM) e T4 (0.1μM); inoltre le cellule sono state trattate 
con Tetrac (T) (5 μM). I dati sono rappresentativi di due prove. L’istogramma rappresenta il valore 
significativo ± SD della produzione di ROS; cellule trattate rispetto al controllo: *p < 0.05; § p < 0.05: 






6. Western blot 
Attraverso l’analisi dei dati ottenuti con il Western blot e con la sq RT-PCR , è stata valutata la 
presenza dell’integrina  β3 sulla membrana di cellule HMVEC-C.  
Con il western blot è stata osservata una banda ben definita in corrispondenza del valore della massa 
molecolare del recettore (110 kDa). 
Dall’analisi effettuata, non è stato osservato nessuna modulazione, rispetto al controllo, della 
presenza del recettore a seguito dei trattamenti con  T3 (1μM) e T4 (0.1μM). 
Inoltre, anche nei campioni trattati con Tetrac (T) (5μM), non è stata vista nessuna variazione  
rispetto alle cellule corrispondenti senza Tetrac. 
Per la normalizzazione dei dati, è stato utilizzato il GAPDH (36 kDa) (Figura 6A).  
L’espressione genica dell’integrina β3 è stata valutata attraverso la sq RT-PCR e anche in questo 
caso è stato confermato l’andamento, ossia non è stata osservata una variazione significativa a 
seguito del trattamento con T3 (1μM) e T4 (0.1μM)  rispetto alle cellule non trattate (C) o con 
Tetrac (T) (5μM) rispetto alle cellule corrispondenti che non sono state trattate con Tetrac. 





Figura 6: (A) Presenza di del recettore integrina β3 in cellule HMVEC-C. I livelli di espressione 
dell’integrina sono determinati attraverso l’analisi  dei risultati ottenuti con il Western Blot. (B) sq RT-PCR 
in seguito a stimolazione per 24 ore presenza o assenza di  T3 (1μM), T4 (0.1μM) o Tetrac (T) (5μM).  
 
Con la tecnica del western blot è stata valutata anche la presenza di ERK 1/2 e della sua forma 
fosforilata pERK 1/2. 
Anche in questo caso le cellule sono state trattate con  T3 (1μM) a diversi tempi di esposizione; in 
particolare 90, 30, 15 e 5 minuti. È stata osservata una modulazione della fosforilazione a seguito 
del trattamento con T3, infatti dall’analisi si può osservare un aumento a 30 minuti (Figura 7). 
 
 
Figura 7: Analisi attraverso Western blot  della modulazione pERK/ERK (1 e 2)  in HMVEC-C. Le cellule 
sono state trattate in assenza (C) o presenza di  con T3 (1μM) a seguito di diversi tempi di esposizione, in 









L’angiogenesi, ovvero il processo che induce la formazione di nuovi vasi sanguigni a partire da una 
vascolatura già esistente, è un processo molto complesso, regolato da fattori di crescita (FGF, 
VEGF), interazioni con la matrice extracellulare, molecole d’adesione e fattori metabolici [122]. 
Questo è un processo fondamentale per la crescita embrionale, sviluppo e riparazione dei tessuti 
danneggiati [123]. Gli ormoni tiroidei (TH) svolgono ruoli fondamentali nella crescita, sviluppo e 
metabolismo nella maggior parte dei tipi cellulari e sono considerati dei fattori pro-angiogenici, 
suggerendo così un ruolo terapeutico nelle malattie cardiovascolari. 
È stato documentato che gli ormoni tiroidei promuovono sia la formazione di nuovi vasi nella 
membrana corioallantoidea di pollo (CAM) [116] sia di tubuli in cellule endoteliali micro vascolari 
umane del derma (HDMEC) [124]. 
Gli ormoni tiroidei, T3 (3,5,3’-triiodo-L-tironina) e T4 (L-tiroxina), hanno un effetto genomico 
poichè si legano a recettori nucleari (TRS), regolando così la trascrizione genica [125-126]; inoltre 
mediano un effetto  non genomico dovuto all’interazione con l’integrina αVβ3 (Bergh et al. 2005), 
un recettore di membrana eterodimerico presente soprattutto in cellule endoteliali, cellule muscolari 
vascolari lisce, cellule cancerose e osteoclasti, che interagisce con un gran numero di proteine della 
matrice, fattori di crescita ed ormoni, attivando vie di segnale (MAPK, ERK1/2)  che trasducono 
diverse risposte cellulari che includono angiogenesi e proliferazione cellulare [127]. 
L’azione non genomica si esplica a livello del citoplasma [128-129], del reticolo endoplasmatico 
[130-131] e mitocondrio [132-133]. È stato dimostrato che il legame integrina-ormoni tiroidei, 





 ATPasi; anche lo stato dell’actina che costituisce il citoscheletro è regolata per via non 
genomica dagli ormoni tiroidei [32]. 
L’effetto non genomico all’interno della cellula, culmina con la trascrizione genica [79]. 
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Un gran numero di risposte non genomiche, riguardano la rapida attivazione di vie di segnale 
protein-chinasi dipendenti che sono stati scoperti in quasi tutti i tipi cellulari [134]. 
Inoltre in letteratura è riportato che l’integrina αVβ3 è presente anche su altri tipi di cellule come le 
cellule endoteliali di vene ombelicali umane (HUVECs) [135]. 
L’effetto non genomico, che inizia a livello della membrana, può culminare nella trascrizione 
genica rendendo più difficile distinguere quando l’effetto è genomico o non genomico. 
Un analogo deaminato di T4, l’acido tetraiodiotiroacetico (Tetrac), è in grado inibire il legame tra 
gli ormoni tiroidei (T3 e T4) e il recettore dell’integrina αVβ3, bloccandone così l’azione pro-
angiogenica [32].  
In questo lavoro, con la tecnica del Western blot e  sq RT-PCR,  è stato osservato che il recettore 
integrina αVβ3 è presente sulla membrana delle cellule endoteliali cardiache HMVEC-C. 
Inoltre è stato valutato l’effetto degli ormoni tiroidei T3 e T4 a seguito del legame con il recettore di 
membrana, sull’angiogenesi in particolare  nella formazione di reti di capillari, nella proliferazione 
cellulare, migrazione e produzione di ROS. 
Questo effetto integrina-mediato, è bloccato dall’azione del Tetrac che legnadosi al recettore, 
impedisce l’azione pro-angiogenica degli ormoni tiroidei. 
Dai dati ottenuti sulla proliferazione cellulare, si evince che l’effetto di T4 è maggiore rispetto a 
quello dato da T3 perché T4 ha effetto già a concentrazioni fisiologiche (10
-7
 M), mentre T3 ha 
effetto solo a concentrazioni molto alte rispetto a quella fisiologica [77]; a tal proposito infatti, 
sembra che l’integrina αVβ3 leghi T4 piuttosto che T3 (Bergh et al. 2005). 
Dati in letteratura riportano che l’attivazione, la traslocazione nel nucleo e l’angiogenesi indotta da 
ormoni, di protein chinasi come  ERK1/2 che hanno un ruolo fondamentale nella proliferazione 
cellulare, avviene maggiormente ad opera di T4 piuttosto che T3 [80-136-137], confermando così i 
risultati ottenuti. 
Il trattamento con T3 e T4 nel cervello e nel miocardio stimola la formazione di nuovi vasi [138]; 
sulla base di questo, è possibile ipotizzare che l’azione non genomica degli ormoni tiroidei 
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contribuisca ad aventi cellulari come l’angiogenesi e la proliferazione cellulare, determinando una 
rapida regolazione delle funzioni cardiache.  
In questo studio, è stato osservato che sia T3 che T4 stimolano l’espressione di alcuni geni legati 
all’angiogenesi come AAMP, VEGF, Angiopoietina-1 confermando così un effetto diretto 
sull’angiogenesi.                                                                                                                                   
Tetrac riduce l’espressione di questi geni, ma è stato osservato un effetto opposto nel caso 
dell’Angiopoietina-2, che è maggiormente espressa in presenza di Tetrac sia nel controllo (cellule 
non trattate) che in cellule trattate con T3 e T4.  
Questi dati non sono in accordo con quelli riportati da Musa et al. [116] riguardo l’inibizione da 
parte di Tetrac, dell’espressione di mRNA di  Angiopoietina-2; ma è stato dimostrato che 
quest’ultima è un regolatore negativo dell’Angiopoietina-1, fattore essenziale per lo sviluppo 
vascolare [139]. 
Recentemente Savinova et al. hanno dimostrato che l’espressione di Angiopoietina-1 nel cuore è 
correlata positivamente con gli ormoni tiroidei, mentre l’espressione dell’Angiopoietina-2 
diminuisce in seguito al trattamento con T3 [140]. 
Inoltre è stato dimostrato che un’over-espressione embrionale di Angiopoietina-2 induce una 
maggior distruzione del sistema vascolare suggerendo così un ruolo antagonista nell’angiogenesi. 
Neoplasie al polmone e al seno, c’è un’espressione maggiore di Angiopoietina-2 che ritarda la 
crescita tumorale e la formazione di metastasi, mentre nel caso di over-espressione in carcinoma 
epatico, gastrico e colon-rettale, è stato osservato un aumento dell’angiogenesi e della malignità del 
tumore [89]. 
I dati ottenuti in questo lavoro, indicano un possibile ruolo della regolazione di Angiopoietina-1 e 
Angiopoietina-2  da parte degli ormoni tiroidei e del Tetrac in cellule  HMVEC-C, ma questi dati 
necessitano di ulteriori studi per delinearne il meccanismo. 
Un altro effetto che è stato analizzato è la produzione dei ROS a seguito del trattamento con gli 
ormoni tiroidei e Tetrac. In questo caso i dati confermano  un aumento della produzione di ROS nei 
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campioni trattati con T3 e T4 in presenza e in assenza di Tetrac rispetto al controllo, questo può 
significare che Tetrac agisce per altre vie che non sono legate al recettore dell’integrina αVβ3; si 
tratta di dati preliminari che dovranno essere supportate da ulteriori  prove speriementali. 
Gli effetti metabolici degli ormoni tiroidei sono direttamente collegati alla produzione di ROS e allo 
stress ossidativo; come è noto gli effetti metabolici di questi ormoni riguardano un aumento del 
metabolismo basale con conseguente aumento di dispendio energetico, consumo di ossigeno e 
aumento del ritmo respiratorio. 
La stimolazione del ritmo respiratorio è direttamente correlato con la produzione di ROS; inoltre è 
stato dimostrato che gli ormoni tiroidei stimolano la sintesi di elementi della catena respiratoria 
[141] che aumentano la produzione di radicali. 
Recenti studi hanno dimostrato l’importanza dei ROS nella trasduzione di una grande varietà di 
segnali, come l’attivazione di MAPK, in diversi tipi di cellule [134]. 
Questi ormoni promuovono anche la produzione di ROS extra-mitocondriale poiché modificano 
















La letteratura riguardante l’angiogenesi è aumentata molto negli ultimi anni; si sono sviluppate 
strategie terapeutiche mirate all’inibizione di angiogenesi aberrante, caratteristica dei tumori o nel 
diabete, e alla stimolazione dell’angiogenesi in condizioni di ischemia e malattie vascolari 
periferiche. 
È ormai dimostrato che i tumori devono essere vascolarizzati per poter crescere e sviluppare 
metastasi; a tal proposito terapie anti-angiogeniche rappresentano l’obiettivo centrale della ricerca 
in questo campo [142]. 
I dati ottenuti indicano il potenziale effetto pro-angiogenico degli ormoni tiroidei mediato dal 
legame con il recettore integrina αVβ3, confermando così l’utilizzo di T3 e T4 in terapie 
farmacologiche nei casi di vascolarizzazione non maligna come le malattie cardiache, che sono 
caratterizzate da una riduzione della densità capillare.  
Questo studio suggerisce che Tetrac può inibire l’espressione di geni target che hanno un ruolo 
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